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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Bropirimine inhibits osteoclast differentiation through production of interferon-β.」に
ついて、上記の主査１名、副査２名が個別に審査を行った。 
破骨細胞は単球・マクロファージ系の細胞に由来し、骨芽細胞が産生する RANKL の刺激によってその分
化が誘導される。マクロファージは、種々の Toll-like receptors（TLRs）を発現するが、破骨細胞分化
と個々の TLRsの関係にはいまだ不明な点が多い。そこで我々は、TLRsのひとつである TLR7 に着目し、TLR7
アゴニストである bropirimine の破骨細胞分化に対する効果を検討した。破骨細胞分化誘導系としてマウ
ス骨髄細胞を M-CSFと RANKL で刺激する単培養系およびマウス骨髄細胞とマウス骨芽細胞様細胞 UAMS-32
細胞の共存下に活性型ビタミン D３で刺激する共存培養系を用い、TLR7アゴニストである bropirimine を
培養系に添加し、破骨細胞分化を酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）の活性染色および活性測定によ
り評価した。単培養系において、bropirimine は濃度依存的に TRAP陽性多核細胞の形成を抑制した。また、
TRAPおよび NFATc1の mRNA発現も有意に低下させた。さらに bropirimine は象牙切片上に形成される吸収
窩の数を濃度依存的に減少させた。一方で、bropirimine は骨髄細胞の増殖には影響を与えなかった。共
存培養系においても、bropirimine は濃度依存的に TRAP 陽性多核細胞の形成を抑制した。高濃度の
bropirimine は UAMS-32細胞の増殖と RANKL発現を抑制したが、ALP活性には影響を与えなかった。
bropirimine は interferon（IFN）αおよびβの産生を誘導することが知られていることから、 IFN-αお
よび IFN-βに対する中和抗体を単培養系に添加したところ、抗 IFN-β抗体によって bropirimine の破骨細
分化抑制が一部解除された。 
以上の結果から、bropirimine は破骨細胞前駆細胞であるマクロファージに作用し、IFN-βの産生を介
して破骨細胞分化を抑制していることが明らかとなった。また、bropirimineは UAMS-32細胞における RANKL
の発現を抑制したことから、bropirimine はマクロファージのみならず骨芽細胞にも作用し、多角的に骨
吸収を抑制する可能性が示唆された。 
 
 本論文の審査において、副査の美島委員および桑田委員から多くの質問があり、その一部とそれらに対
する回答を以下に示す。 
 
副査 美島委員の質問とそれらに対する回答： 
 
１．成熟破骨細胞は Bropirimine 添加によってどのような影響を受けると考えられるか。 
 破骨細胞前駆細胞は TLR１〜TLR9 まで発現しているが、成熟破骨細胞は TLR2および TLR4のみを発現して
いる（Takami M. et al. J Immunol, 169, 1516, 2002）。すなわち、TLR7を発現しない成熟破骨細胞は
Bropirimineをリガンドとして認識できないため、吸収活性その他には影響を及ぼさないことが予想される。
しかし、本研究で高濃度に Bropirimine を添加した際、UAMS-32細胞の RANKL mRNA 発現はわずかではある
が有意に減少した。生体内のように、骨芽細胞の RANKL 刺激によって破骨細胞が活性化される場合、
Bropirimine によって骨芽細胞の RANKL発現が抑制されれば破骨細胞の活性化も二次的に抑制されることが
予想される。 
２．TLR7 ノックアウトマウスを用いて同様の実験を行った場合、どのような結果が予想されるか。 
 Bropirimine のレセプターは、現在のところ TLR7のみであると考えられている。そのため、Broprimine
による破骨細胞形成抑制作用は全く生じないと考えられる。 
３．TLR7 のリガンドとして他に候補はあったか。 
 TLR7はウイルス由来の一本鎖 RNA を認識するが、TLR7 アゴニストとして働く事が報告されている合成低
分子化合物として、抗ウイルス作用を持つ Imiquimod、R-848 などのイミダゾキノリン系化合物、NK細胞や
Th1細胞を活性化する Loxoribine が挙げられる。これらの物質は全てインターフェロン産生を誘導する。 
４．破骨細胞形成は IFN-βの中和抗体で回復したが、部分的であった。他に何が考えられるか。 
 同じ TLR7 のリガンドである R-848を用いた実験では、R-848の添加によって骨髄マクロファージ（BMMs）
における IL-6、IL-12、IFN-γ、iNOSの mRNA発現が上昇したことが報告されている（Miyamoto A. et al. 
Cytotechnology. 2012 May;64(3):331-9.）。この中で、IL-12、IFN-γ、iNOSは破骨細胞形成を抑制する
ことが報告されているため、Bropirimineにおいても TLR7を介して IL-12、IFN-γ、iNOS などの破骨細胞
分化に対し抑制的に働く遺伝子発現が誘導された可能性が考えられる。 
副査 桑田委員の質問とそれらに対する回答： 
 
１．生体内で、破骨細胞分化に関連するような生理的な TLR7リガンドは存在するか。 
 TLR7は ER、エンドソームなどの細胞内オルガネラ膜に局在し、エンドソームでリガンドを認識する。TLR7
のリガンドは細菌・ウイルス由来の一本鎖 RNA（ssRNA）であるが、イミダゾキノリン系化合物、グアニン
誘導体、siRNAなども認識する事が報告されている（Nat Med.2005;11:263-270.）。このことから、微生物
由来の ssRNAだけでなく、生体内で RNA干渉もしくは転写の過程で生じた RNA鎖や、核酸誘導体が TLR7の
内在性リガンドとして機能すれば、破骨細胞前駆細胞であるマクロファージの分化を変化させ、また、イン
ターフェロン産生を介して全身の破骨細胞分化に影響を及ぼす可能性がある。 
２．Bropirimine による破骨細胞形成抑制作用に対する IFN-αの中和抗体の効果はあったか。 
 Bropirimine は IFN-αおよびβの産生を誘導する（E. Lotzova, et al. J. Immunol. 132 (1984) 2566–2570）
ことが知られており、また、IFN-α およびβは RANKL誘導性の破骨細胞分化を抑制する（H. Takayanagi, et 
al. Nature, 416 (2002), 744–749）ため、Bropirimine の破骨細胞形成抑制における IFN-α,β およびγ
の中和抗体の作用を解析した。その結果、IFN-β に対する中和抗体が Bropirimine の破骨細胞形成抑制を
一部解除した。このことから、Bropirimine の破骨細胞形成抑制作用は IFN-βが重要な役割を担っていると
考えられる。 
３．IFN-βが RANKL誘導性の破骨細胞分化を抑制するメカニズムとして何が考えられるか。 
 IFN-βによる破骨細胞分化抑制機序として、IFN-β受容体下流の STAT1,STAT2,IRF-9 などの活性化による
IFN誘導性遺伝子群が発現し、RANKLシグナル下流の c-fos の発現を抑制するメカニズムが提唱されている
（H. Takayanagi, et al. Nature, 416 (2002), 744–749）。本研究では Bropirimine によって NFATc1の発
現が抑制されることが明らかになっており、その上流に存在する c-Fosおよび TRAF6 などの発現変化を解析
する必要があると考えられる。 
 
両副査は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
 
主査 山本委員の質問とそれらに対する回答： 
 
１．Bropirimine はどういう薬剤か、組織移行性や全身への影響はあるか。 
 Bropirimine は 2-amino-5-bromo-6-phenylpyrimidin-4(1H)-one という IUPAC名称を持ち、分子式は
C10H8BrN3O、分子量 266.09 の低分子化合物である。TLR7のリガンドとして認識され、インターフェロン産
生を誘導する作用がある。組織移行性および全身への作用は明らかにされていないが、臨床的には、膀胱上
皮内癌の治療薬として経口投与で作用を発揮するため、組織移行性は良好で全身への影響も少ないことが予
想される。 
２．臨床応用を考えた際の適応疾患にはどのようなものが考えられるか。 
 Bropirimine は経口抗癌剤として、膀胱上皮内癌の治療薬として開発が進められた。生体内でのインター
フェロン産生能が良好であれば、インターフェロン療法が有効な肝炎や悪性腫瘍に対する治療薬となりうる
可能性がある。また、本研究で明らかとなった Bropirimine の持つ破骨細胞形成抑制効果に注目した場合、
骨粗鬆症あるいは炎症性骨吸収を示す疾患である関節リウマチ、変形性関節症、歯周炎などに対して応用で
きる可能性がある。 
３．Bropirimine は UAMS-32 の M-CSF発現に影響したか。 
 今回の実験では、Bropirimine が UAMS-32 細胞の M-CSF 発現に及ぼす影響について解析していない。今回、
高濃度の Bropirimine は UAMS-32 細胞の RANKLの mRNA発現をわずかに抑制した。OPGの mRNA発現について
は影響を与えなかった。また、ALP 活性および細胞増殖についても同様に Bropirimine による有意な変化は
見られなかったこと、共存培養系において低濃度 Bropirimine を添加した実験系で一部 TRAP 陽性細胞が形
成されているため、UAMS-32 細胞が持つ破骨細胞形成支持能に対する Bropirimineno の作用は小さいと考え
られる。以上より、Bropirimine が UAMS-32細胞の M-CSF発現に影響する可能性は低いと考えられるが、今
後実験を行い、実際に確認する必要がある。  
 
主査の山本委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに確認
するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。 
 
